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基于 PCR 方法 的 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 
早期 检测 
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摘要 : 根据 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (yphantria cunea nucleopolyhedrovirus ，HcNPV) pe38 基因 设计 两 对 引物 , 利用 PCR 法 
检测 HeNPV 基因 组 DNA, 分 别 扩 增 出 长 为 94 和 614 bp 的 片段 , 经 测序 确定 为 HeNPV pe38 基因 片段 。 应 用 两 对 引物 分 别 
检测 了 美国 日 蛾 病 虫 的 总 DNA 和 获得 的 病毒 多 角 体 , 其 检测 最 低 量 分 别 为 1 人 病 虫 总 DNA 和 3 ~4 OBs/mL。 用 不 同 浓度 
的 病毒 感染 试 虫 后 , 不 同时 间 取 其 血 淋 巴 用 PCR 方法 检测 。 结 果 表 明 , 接 毒 量 为 3.53 x10 0Bs/mL 时 , 24 h 后 可 检 出 病毒 
DNA; 接 毒 量 为 3 ~4 0Bs/mL 时 , 120 h 后 可 检 出 。 病 毒 可 检 出 时 间 随 接 毒 浓度 的 递减 而 延 后 。 
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PCR-based early detection of Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus ( HcNPYV ) 
WANG Wen-Huan, QU Liang-Jian, WANG Yu-Zhu, ZHANG Yong-An (Key Laboratory of Forest Protection 
of State Forestry Administration, Research Institute of Forest Ecology, Environment and Protection, Chinese 
Academy of Forestry, Beijing 100091, China) 

Abstract: Two pairs of specific primers were used for the detection of Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus 
(HecNPV) by PCR. The two pairs of primers were both designed based on gene pe38 of HcNPV genome. The 
sizes of amplified fragments were 994 and 614 bp, respectively. The two pairs of primers were further used to 
detect the amount of viral DNA in diseased larvae or polyhedron of HceNPV. The mmimum amount of detection 
could be as low as 1 fg of total DNA or 3 -4 OBs/mL of polyhedron. The amount of viral DNA in hemolymph 
sampled from the larvae infected by different concentrations of polyhedron at different time points was also 
investigated, and it was found that the lower the concentration of polyhedron used, the later the viral DNA 
will be detected. 
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昆虫 病毒 作为 一 种 高 效 无 害 、 专 一 性 强 的 杀 虫 
剂 , 现在 已 经 在 狐 林 保护 中 起 到 了 很 大 的 作用 ( Arif， 
2005 ) 。 但 是 对 其 防治 效果 的 研究 还 仅仅 停留 在 肉眼 
观测 阶段 , 所 以 建立 一 种 以 昆虫 病毒 核酸 为 基础 的 
检测 技术 十 分 必要 (Charpentier et al., 2003 ) 。 美 国 
白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (Hyphantiria cunea 
nucleopolyhedrovirus ，HcNPYV ) 杀 虫 剂 现今 在 我 国美 
国 日 蛾 友 phaniria cunea 虫害 的 防治 过 程 中 发 挥 着 重 
要 的 作用 , 应 用 前 景 较 好 。 北 京 “ 绿 色 奥 运 ” 期 间 ， 
京 郊 各 疫 区 曾 将 其 作为 最 主要 的 防治 手段 使 用 , 效 
果 非 常 明显 ( 段 彦 丽 , 2008 ) 。 本 实验 针对 HcNPV 建 
立 了 以 PCR 技术 为 基础 的 昆虫 病毒 核酸 早期 检测 方 


法 , 应 用 这 种 方法 可 检测 在 试 虫 体内 低 水 平 存在 的 
病毒 ,为 昆虫 病毒 的 垂直 传递 及 防治 效果 提供 微观 、 
确 羡 的 分 子 生物 学 证 据 。 

昆虫 核 型 多 角 体 病 毒 的 检测 大 多 数 是 通过 光学 
显微镜 直接 观察 , 其 最 低 检 测 水 平 为 10° 个 多 角 体 
(occlusion bodies ,OBs) ; 应 用 DNA 点 杂交 法 最 低 检 
测量 能 达到 20 ~5 000 OBs (0. 1 ng DNA); 而 PCR 
方法 具有 快速 方便 、 灵 敏 度 高 ,特别 适宜 难 分 离 培 养 
和 其 他 方法 不 易 检 测 的 病毒 的 诊断 等 特性 ， 其 检测 
纯 核 型 多 角 体 病毒 (NPV) DNA 的 灵敏 度 可 达到 1 fg 
(Kukan, 1999) ,因此 本 实验 采用 该 法 对 HcNPV 进 
行 早期 检测 。GenBank 搜索 发 现 , 至 今 共 有 11 种 杆 
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状 病毒 都 具有 pe38 基因 , 通过 软件 对 其 序列 进行 比 
较 后 设计 出 5 对 引物 , 其 中 2 对 的 检测 灵敏 性 及 特 
异性 较 好 , 用 于 本 实验 HcNPV 的 检测 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 病毒 与 试 虫 

美国 日 蛾 核 型 多 角 体 病毒 HeNPV、 舞 毒 蛾 核 型 
多 角 体 病毒 (ymaniria dispar nucleopolyhedrovirus ， 
LdNPV ) 茶 尺 歇 核 型 多 角 体 病毒 (Ecotropis obliqua 
nucleopolyhedrovirus ，EoNPV ) 及 杨 扇 丹 蛾 颗粒 体 病毒 
( Clostera anachoreta granulovirus ，ClanGV ) 均 为 本 实 
验 室 保存 。 

美国 白 蛾 采 自 河北 三 河 市 , 在 本 实验 室 用 人 工 
饲料 饲养 并 连续 传代 超过 6 代 后 作为 供 试 虫 源 。 
1.2 主要 试剂 与 仪器 

引物 由 北京 赛 百盛 生物 工程 有 限 公 司 合成 ; Taq 
酶 及 dNTP 购 目 天 根 生 化 科技 (北京 ) 有 限 公 司 ; 斑 

糖 ; 序列 测定 由 上 海 英 骏 生物 技术 有 限 公 司 ( 北 

京 ) 完 成 ; 蔬 糖 、Tris 饱和 酚 等 试剂 均 购 目 北 京 化 工 
三 及 北京 易 国 生物 技术 有 限 责 任 公 司 。 

主要 仪器 包括 HITACHI 20PR-52D 高 速 冷 冻 离 
心机 、SIGMA 3K15 台式 高 速 离心 机 、ABI Veriti 型 梯 
度 PCR 仪 . SYNGENE 6BOX H/R 型 凝 胶 成 像 系 
统 等 。 
1.3 ”病毒 提取 与 纯化 
1.3.1 病毒 提取 :用 HcNPV 感染 关 国 日 娥 3 龄 幼 
虫 , 待 虫 死 后 取 虫 尸 春 干 于 研 钵 中 , 加 入 少量 磷酸 组 
冲 液 (pH 7.4) 于 研 钵 充分 研磨 虫 已, 过 滤 ; 滤液 使 
用 差 速 离心 法 反复 离心 至 所 得 多 角 体 沉淀 颜色 一 致 ， 
收集 沉淀 , 用 少量 的 PBS 悬浮 项 置 , 4% 保存 备用 ， 
具体 参见 杨 苗 苗 等 (2007) 的 方法 。 
1.3.2 病毒 纯化 :采用 成 糖 密 度 梯 度 离心 法 对 病毒 
粗 提 液 进行 纯化 ， 亡 粮 密 度 梯 度 设置 为 30% (m/v)、 
45% (m/v) 、60% (m/v)。 离 心 后 , 收集 分 离 的 病毒 
多 角 体 用 适量 双 燕 水 10 000 rpm 30 min 离心 , 重复 
数 次 以 洗 去 荐 糖 ,然后 将 纯化 的 病毒 多 角 体 悬浮 于 
适量 双 蒸 水 , 用 血球 计数 法 计数 后 贴 上 标签 , 4% 保 
存 备用 。 
1.4 病毒 DNA 及 病 虫 总 DNA 的 提取 与 纯化 

应 用 碱 裂 解法 (Sambrook and Russell，2001 ) 提 
取 病 毒 DNA。 具 体 方法 为 : 取 纯 化 的 多 角 体 病毒 悬 
液 , 沉 泻 后 溶 于 适量 TE(pH 8.0) 中 , 加 入 等 体积 碱 
解 液 (pH 10.8) , 37% 碱 解 4h; 10% HAc 调 pH 值 至 


7~8; 加 SDS 和 乍 白 酶 K 至 终 浓 度 分 别 为 0.5% 和 
100 pg/mL; 37 人 水 浴 3 ~4 h; 等 体积 酚 : 氯仿: 异 戊 
醇 (25:24: 1) 和 等 体积 氯仿 : 异 戊 醇 (24: 1 ) 抽 提 深 液 ; 
加 1Z10 体积 的 3 molL 醋酸 钠 浴 液 ; 加 2.5 倍 体积 
的 冰 乙 醇 沉淀 DNA; -20% 沉 淀 2 h (或 过 夜 ) ; 预 冷 
的 75% 乙 醇 漂 洗 2 次 ,风干 后 的 基因 组 DNA 游 于 
TE，-207 风 :和 存 备 用 。 

病毒 总 DNA 的 提取 方法 参照 曲 良 建 等 (2005 ) 的 
方法 。 

纯化 DNA 时, 取 2.5 mg/mL 的 RNA 酶 1 pL 加 
入 待 纯 化 的 DNA 溶液 , 37C 水 浴 1 ~2 h; 等 体积 酚 : 
氧 仿 : 异 戊 醇 (25: 24: 1 ) 和 等 体积 氯仿 : 异 成 醇 (24: 1) 
抽 提 溶液 ; 加 1Z10 体积 的 3 molL 醋酸 钠 溶 液 ; 加 
2.5 倍 体积 的 冰 乙 醇 播 勺 ,12 000 rpm 15 min 离心 ; 
去 上 清 , 70% 乙醇 漂洗 2 次 ; 留 沉淀 ,风干 后 溶 于 
TE，-20% 贮存 备用 。 
1.5 试 虫 接 毒 及 血 淋 巴 提取 

用 浓度 为 3.53 x10”, 3.53 x10 ,3.53 x10”，, 
3.53 x10°, 3.53 x10°, 3.53 x 10°, 3.53 x 10°, 3.53 
x10>, 3.53 x10 和 3.53 x10”"OBs/mL 的 HeNPV 多 
角 体 感染 美国 日 蛾 3 龄 幼虫 , 每 个 浓度 接 毒 2 盒 , 每 
盒 接 虫 20 头 , 接 毒 后 每 隔 12 h 取样 一 次 , 取样 参见 
乔 鲁 订 (2007 ) 的 方法 , 样品 取得 后 放 于 -20Y 保存 ， 
备用 。 
1.6 特异 基因 筛选 

美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 全 基因 组 序列 已 被 测 
定 (Ikeda et al., 2006) , 查询 全 序列 发 现 其 含有 只 在 
少数 几 种 昆虫 病毒 中 存在 的 pe38 基因 。pe38 基因 属 
于 病毒 基因 组 复制 所 需 的 基因 , 并 参与 病毒 基因 的 
表达 与 基因 调 记 ,pe38 基因 是 杆 状 病毒 极 早 期 基因 
( 芯 建 新 和 陈 曲 侯 , 1995; 王 文 兵 等 , 2000; 刘 高 强 和 
余 晓 丹 , 2006 ) 。pe38 基因 及 其 侧翼 序列 已 经 测定 ， 
由 ORF 推导 的 氨基 酸 序列 经 计算 机 分 析 , 没有 发 现 
与 之 同 源 性 较 大 的 任何 其 他 和 蛋白 ( 芯 建 新 ，2000 ) ， 
pe38 基因 只 在 少数 儿 种 昆虫 病毒 中 存在 (在 NCBI 中 
查找 到 11 种 昆虫 病毒 中 含有 此 基因 ) , 且 在 每 种 病 
毒 中 序列 特异 性 极 高 (应 用 NCBI 中 的 BLAST 比 对 ) ， 
故 本 实验 选择 pe38 基因 为 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 
PCR 扩 增 的 目的 基因 。 
1.7 引物 设计 

pe38 基因 全 长 1 083 bp, 根据 HeNPV pe38 基因 
序列 设计 引物 2 对 , 分 别 命名 HPC 和 HPE。 其 中 
HPC 扩 增 目的 片段 长 度 994 bp, HPE 扩 增 目的 片段 长 
度 614 bp。HPC-F: 5'-ATGTCTAACAGATATCATCCGT- 
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3’; HPC-R:. 5’-TTTTGTCTTCAATCATCATGTC-3’,; 
HPE-F:.S’-ACTTGTGCTGTGTGCTTG-3’; HPE-R.:S’- 
GATTTGTCCAGTTGTGCTTG-3', 
1.8 PCR 扩 增 条 件 

采用 20 wwL 体系 :dNTP mixture (2.5 mmol/L) 
1.5 uhL, Tag 酶 (2.5 UA/pL)0.5 pL, 10 x Tag Buffer 
2 pL， 上 下 游 引物 (10 pmoLL) 各 1 pL, 模板 加 入 
量 随 实验 材料 不 同 而 有 所 不 同 , 其 中 病毒 基因 组 
DNA 与 病 虫 总 DNA 为 1nL, 病毒 多 角 体 为 0.5 
RL， 血 淋巴 为 0.2 pL。 

按 常规 PCR 反应 条 件 扩 增 :94% 3 min; 94C 
30 s、58C( 因 实验 材料 不 同 而 有 差异 ,此 为 病毒 基 
因 组 DNA 与 病 虫 总 DNA 的 退火 温度 , 而 病毒 多 角 
体 为 S0% , 血 淋 巴 为 4$% ) 30 s、72%C 1 min, 35 个 
循环 ; 72C 7 min。 实 验 中 因 检 测 材料 的 不 同 , 模 
板 加 入 量 有 所 不 同 , 退火 温度 亦 有 所 不 同 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 引物 特异 性 分 析 

以 HcNPV 的 基因 组 DNA 为 模板 ， 并 以 
LdNPV、EoNPV、ClanGV 等 病毒 的 基因 组 DNA 为 模 
板 进行 的 PCR 扩 增 为 对 照 , 检测 引物 HPC、HPE 的 
扩 增 专 一 性 。 绪 采 如 图 1 所 示 , 只 有 以 HeNPYV 基 
因 组 DNA 为 模板 对 引物 HPC 和 HPE 的 扩 增 得 到 
了 与 目的 片段 大 小 相符 的 扩 增 产物 , 其 中 引物 HPC 
的 目的 所 段 长 度 为 994 bp, 引物 HPE 的 目的 片段 
长 度 为 614 bp。 经 序列 测定 , 得 知 扩 增 出 的 产物 均 
为 HecNPV pe38 和 





图 1 以 HPC 和 HPE 为 引物 扩 增 不 同 病 毒 的 pe38 基因 
Fig. 1 Amplifications of pe38 from different viruses 
with the two primers HPC and HPE 

1 -2: 美国 白 蛾 核 型 我 角 病 毒 Hyphaniria cunea nucleopolyhedrovirus 
HecNPV); 3 -4: ddH,0; 5 -6: 舞 毒 峨 核 型 多 角 体 病毒 Lymantria 
dispar nucleopolyhedrovirus (LdNPV) : 7 -8: 茶 尺 峻 核 型 多 角 体 病毒 
Ecotropis obligqua nucleopolyhedrovirus ( EoNPV ) ; 9 - 10: 杨 扇 舟 蛾 颗 
粒 体 病毒 Clostera anachoreta granulovirus ( ClanGV) ; M:DNA 分 子 量 
标准 量 DNA molecular weight marker. 其 中 奇数 泳 道 为 引物 HPC 扩 增 
产物 , 偶数 泳 道 为 引物 HPE 扩 增 产物 The odd and even lanes were 
amplifications by using the primers HPC and HPE, respectively. 


2.2 ”HcNPYV 基因 组 DNA 的 灵敏 度 检测 
将 纯化 的 HcNPV 的 基因 组 DNA 浓度 调整 为 
1 pg/mL， 进一步 稀释 为 1 ng/mL, 1 pg/mL， 
100 fg/mL, 10 f/mL, 1 fg/mL, 扩 增 结果 如 图 2 和 
3 所 示 。 可 见 , 用 两 种 引物 进行 PCR 扩 增 的 灵敏 性 
均 较 高 , 可 达到 1 fg/mL 模板 检测 量 。 
bp M 1 2 3 4 5 


6 7 





图 2 以 HPC 为 引物 扩 增 病毒 HeNPYV 基因 组 
DNA pe38 基因 
Fig. 2 Amplifications of pe38 from HeNPV genome 
DNA with the primer HPC 
1 -6: 基因 组 DNA 浓度 分 别 为 1 pg/mL, 1 ng/mL, 1 pg/mL, 100 
fg/mL, 10 fg/mL, 1 fg/mL (Concentrations of HeNPV genome DNA are 
1 ng/mL, ng/mL, 1 pg/mL, 100 fg/mL, 10 fg/mL, and 1 fg/mL, 
respectively ) ; 7 :阴性 对 照 Negative control; M ;DNA 分 子 量 标准 DNA 
molecular weight marker. 图 3, 4 和 5 同 The same for Figs. 3, 4 and 5. 





图 3 以 HPE 为 引物 扩 增 病毒 HeNPV 
基因 组 DNA pe38 基因 
Fig. 3 Amplifications of pe38 from HeNPV genome 
DNA with the primer HPE 


2.3 美国 白 蛾 染病 幼虫 总 DNA 的 灵敏 度 检测 

为 了 验证 以 上 两 对 引物 的 可 行 性 ,以 美国 日 蛾 
染病 幼虫 总 DNA 为 模板 进行 了 引物 HPC 和 HPE 
的 PCR 扩 增 实验 。 ee 淋病 幼虫 总 DNA 浓度 
调整 为 1 jg/mL, 进一步 稀释 为 1 ng/mL, 1 pg/ mL、 
100 fg/mL, 10 mr 1 fg/mL, 扩 增 结果 如 图 4、5 
所 示 。 可 见 ， 以 染病 虫 总 DNA 为 模板 , 引物 HPC 
和 HPE 均 可 扩 增 出 目的 片段 ,说 明 染 病 虫 体内 存 
在 一 定量 的 病毒 并 可 以 被 检测 到 ; 两 对 引物 扩 增 的 
灵敏 性 较 高 , 均 可 达 1 fg/mL 模板 检测 量 。 
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图 4 以 HPC 为 引物 扩 增 美国 日 蛾 染病 3 龄 幼虫 总 
DNA pe38 基因 
Fig. 4 Amplifications of pe38 in the total DNA from 


infected Hyphantria cunea 3rd-instar larvae with the primer HPC 
pp M 1 2 3 4 5 6 7 





300| 
100| 





图 5 以 HPE 为 引物 扩 增 美国 白 蛾 染病 


3 龄 幼虫 总 DNA pe38 基因 
Fig. 3 Amplifications of pe38 in the total DNA from infected 


Hyphantria cunea 3rd-instar larvae with the primer HPE 


2.4 病毒 多 角 体 的 灵敏 度 检测 

将 提取 后 纯化 的 HeNPYV 的 多 角 体 悬 液 进 行 计 
数 , 得 到 原液 浓度 为 3.53 x 10”OBs/mL, 等 比 稀 释 
为 3.53 x10 , 3.53 x10’, 3.53 x10°, 3.53 x10”， 
3.53 x 10, 3.53 x10, 3.53 x10*, 3.53 x10! 和 
3.53 x10”O0Bs/mL, 分 别 作 为 模板 进行 PCR 扩 增 ， 
模板 加 入 量 为 0.5 pL, 退火 温度 50C 。 结 果 如 图 6 
和 7 所 示 , 可 见 引 物 灵敏 性 较 高 , 均 可 达到 3 到 4 
个 多 角 体 的 模板 检测 量 。 
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图 6 以 HPC 为 引物 扩 增 HeNPV pe38 基因 

Fig. 6 Amplifications of pe38§ from HeNPV 
OB suspension with the primer HPC 
1 -10: 病 毒 多 角 体 的 浓度 分 别 为 3.53 x 10?, 3.53 x10s, 3.53x 
107, 3.53 x106, 3.53 x 105, 3.53 x104, 3.53 x103, 3.53 x10?, 
3.53 x10!, 3.53 x10° OBs/mL (Concentrations of HeNPV suspension 
are 3.53 x 10”, 3.53 x 10%, 3.53 x 10’, 3.53 x 10, 3.53 x105, 
3.53 x104, 3.53 x 103, 3.53 x 10?, 3.53 x 10!, and 3. 53 x 10° 
OBs/mL, respectively) ; M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA molecular weight 
marker; 11: 阴性 对 照 Negative control; 12: 阳性 对 照 Positive control. 
图 7 同 The same for Fig. 7. 
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bp M 1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12 





图 7 以 HPE 为 引物 扩 增 HeNPV pe38 基因 
Fig. 7 Amplifications of pe38 from HecNPVOB 


suspension with the primer HPE 

2.5 血 淋 巴 的 灵敏 度 检测 

2.5.1 用 3.53 x10”OBs/mL 浓度 的 HeNPV 多 角 体 病 
毒 感染 美国 日 蛾 3 龄 幼虫 , 每 隔 12 h 取样 一 次 , 用 所 
取 各 时 间 的 试 虫 血 淋巴 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 模板 加 
入 量 0.2 pL, 检测 引物 为 HPE, 退火 温度 和 3%。 结果 
如 图 8 所 示 , 可 见 引物 HPE 对 血 淋 巴 的 扩 增 灵敏 性 较 
高 , 均 可 达到 接 毒 36 h 后 被 检 出 。 


bp M 1 234 5678 
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图 8 感染 浓度 为 3.53 x10 OBs/mL 的 HeNPV 多 角 体 
病毒 后 美国 白 蛾 3 龄 幼虫 血 淋 巴 的 引物 HPE 扩 增 结果 
Fig. 8 Amplifications with hemolymph from Hyphaniria cunea3rd-instar 
larvae infected with HeNPV at 3.53 x10” OBs/ mL with the primer HPE 
1 -10: 接 毒 后 12, 3, 36, 48, 00, ,4, %, 108 和 120 h 取得 的 血 淋 巴 
Hemolymph sampled at the following different time after the larvae infected: 12, 
24, 36, 48, 0, ,M4,%,108 and 120h; 11: 阴 隆 对 照 Negative contol; 了 :阳性 
对 照 Positive control; M:DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker. 


2.5.2 用 3.53 x10 ~3.53 x10 0Bs/mL 浓度 的 病毒 
感染 美国 日 蛾 3 龄 幼虫 , 每 隔 12 h 取样 一 次 , 用 所 取 
各 时 间 的 试 虫 血 淋巴 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 模板 加 入 
量 0.2 pL, 检测 引物 HPE, 退火 温度 4 已。 各 浓度 可 
检 出 病毒 的 时 间 不 同 , 扩 增 结 采 如 图 9 所 示 , 可 见 病 
毒 可 检 出 时 间 随 接 毒 浓度 的 递减 而 延长 。 





140 
8120 
至 5100 

[eb] 二 
吕 所 
如 8 80 
虹 3 60 
这 
喜 名 40 
作 二 20 
对 记 0 


7 9 


10s 10 


10! 10” 10 104 10” 10 10 
接 毒 浓度 ( x 3.53 OBs/mL ) 


Inoculation concentration 
图 9 感染 不 同 浓度 HeNPV 多 角 体 病毒 后 可 检测 到 
病毒 最 短 时 间 的 美国 日 峨 3 龄 幼虫 血 淋 巴 的 
引物 HPE 扩 增 结果 
Fig. 9 Amplifications with hemolymph from Hyphaniria cunea 
3rd-instarlarvae infected with different oncentrations of HecNPV at the 
shortest time points with HcNPV detectable with the primer HPE 
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3 讨论 


pe38 基因 是 少数 几 种 核 型 多 角 体 病毒 所 具有 
的 基因 , 作者 通过 序列 分 析 比 较 11 种 NPV pe38 基 
因 后 , 设计 后 租 选 出 两 对 特异 性 引物 HPC 和 HPE。 
使 用 这 两 对 引物 进行 PCR 检测 ， 只 有 当 模 板 是 
HcNPV DNA 时 , 才能 扩 增 出 相应 的 特异 性 产物 。 
这 两 对 特异 性 引物 的 成 功 应 用 克服 了 根据 病毒 保守 
基因 序列 设计 的 引物 和 通用 引物 特异 性 不 强 的 缺 
点 。 此 外 应 用 这 两 对 引物 还 从 美国 日 蛾 染病 幼虫 总 
DNA、 低 浓度 的 病毒 多 和 角 体 ( 苏 志 坚 等 , 2001) 以 及 
染病 虫 血 淋巴 中 成 功 地 扩 增 出 目的 基因 片段 , 使 昆 
虫 病毒 的 检测 方法 更 加 多 样 化 , 从 而 为 昆虫 病毒 的 
野外 检测 提供 了 更 为 迅速 并 且 人 简便 的 技术 手段 。 同 
时 ,对 试 虫 用 病毒 悬 液 咀 毒 后 , 短 时 间 内 试 虫 血 淋 
巴 内 复制 的 多 角 体 量 应 非常 小 ,而 本 研究 以 染病 虫 
血 淋 巴 为 模板 依然 在 美国 日 蛾 幼虫 被 接 毒 36 h 后 
应 用 特异 性 引物 HPE 检测 到 了 HeNPV 在 虫 体内 的 
存在 , 说 明 此 特异 性 引物 的 灵敏 度 非常 高 ， 可 以 应 
用 于 实践 中 。 以 上 结果 说 明 使 用 这 两 对 引物 检测 虫 
体 是 否 存 在 病毒 DNA 时 , 无 需 碱 解 多 角 体 释放 出 
病毒 DNA 即 可 进行 PCR 检测 。 本 实验 所 应 用 的 这 
种 检测 方法 还 可 以 适合 检测 其 他 NPV 其 至 GV, 只 
需 根据 实验 对 象 重 新 设计 特异 性 引物 即 可 。 

不 同 拷贝 数 模板 PCR 扩 增 后 , 殉 光 强度 即 条 
读 亮 度 与 模板 拷贝 数 成 正 相 关 , 因此 有 可 能 根据 不 
同 浓度 模板 量 对 病毒 进行 PCR 相对 定量 研究 , 但 
准确 定量 尚 待 进一步 研究 。 实 验 所 选择 的 特异 基因 
内 存在 很 多 限制 性 内 切 酶 的 酶 切 位 点 ， 因 此 可 以 尝 
试 使 用 PCR- 限 制 性 内 切 酶 法 ( 徐 培 渝 和 Walk， 
2000; 巩 红 霞 等 , 2006 ) 对 供 试 材 料 进 行 检 测 , 可 以 
在 很 大 程度 上 提高 检测 的 特异 性 。 
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